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La creciente importancia adquirida por la industria acuícola se ve reflejada en el 
espectacular incremento de un 29% en su producción durante el período 2011-2016. Sin 
embargo, su notable expansión asociada con los efectos del cambio climático lleva pareja 
la dispersión de patógenos responsables de unas pérdidas anuales para el sector acuícola 
estimadas en más 6000 millones de dólares por la FAO. 
Uno de los patógenos más relevantes es Vibrio anguillarum responsable de la vibriosis, 
una septicemia hemorrágica capaz de afectar a más de 50 especies de peces y moluscos 
entre los que se encuentran algunos de interés piscícola a nivel mundial. Dentro de sus 
principales factores de virulencia encontramos a los sistemas de captación de Fe (III) 
mediados por sideróforos. Estos sistemas han sufrido adaptaciones desde su función 
ancestral de captación de hierro en condiciones de baja solubilidad en el medio externo, 
hacia la captación de hierro en el medio interno de los organismos, un medio en donde la 
disponibilidad de hierro en estado libre alcanza concentraciones attomolares. 
Recientemente se ha descubierto un nuevo sistema de sideróforos en V. anguillarum. Este 
sistema es responsable de la síntesis de la piscibactina, sideróforo caracterizado 
previamente en otro importante patógeno acuícola; Photobacterium damselae subespecie 
piscicida. El nuevo sistema se une a otros descubiertos previamente en V. anguillarum 
como son los de la vancrobactina y la anguibactina.  
La importancia de este nuevo elemento se ha hecho patente tras la secuenciación de un 
gran número de cepas de V. anguillarum. En este análisis se ha comprobado que el sistema 
de la piscibactina está presente en buena parte de las cepas con mayor mortalidad asociada 
(RV22, HI610, DSM 21597, 90-11-286). Esta evidencia ha sido puesta a prueba en 
ensayos de virulencia con la cepa RV22. En ellos se ha apuntado hacia el sistema de la 
piscibactina como un importante factor de virulencia, lo que supone una nueva posibilidad 
de cara a la generación de estrategias frente a V. anguillarum.  Por todo ello, en el presente 
trabajo se propone el clonaje del supuesto receptor de la piscibactina, el gen frpAang, su 








The growing importance acquired by the aquaculture industry is reflected in its recent 
production increase of 29% over the period of 2011-2016. However, its remarkable 
expansion in association with climate change effects drives to the dispersion of several 
associated pathogens responsible for annual losses to the industry estimated at 6000 
million dollars according to the FAO. 
One of the most relevant pathogens is Vibrio anguillarum responsible for the vibriosis, an 
hemorrhagic septicemia capable of affecting more than 50 species of fish and molluscs 
among which are some of the fish interest worldwide. One of its main virulence factors are 
Fe (III) uptake systems mediated by siderophores. These systems have been adapted from 
their ancestral role of iron uptake in the environment, towards the uptake of iron in the 
internal environment of the hosts, where the availability of iron in a free state is found in 
attomolar concentrations. 
Recently a new siderophore system has been found out in V. anguillarum. This system is 
responsible for the synthesis of piscibactin, siderophore related with another important 
aquaculture pathogen; Photobacterium damselae subspecies piscicida. The new system is 
added to other systems already known in V. anguillarum such 
as vancrobactin and anguibactin systems. 
The importance of this new discovery seems to be noted after the recent sequencing of 
several V. Anguillarum strains. It has been observed that the system is present in much of 
the strains with higher associated mortality (RV22, HI610, DSM 21597, 90-11-286). This 
observation has been tested in virulence tests with the strain RV22. 
These studies point out that the piscibactin system is an important virulence factor, which 
implies a new possibility for the generation of new strategies against V. anguillarum. 
With all this knowledge about V. Anguillarum, the present Master Dissertation proposes 
the cloning of the putative receptor of piscibactin, the coding gene frpAang, its production 







Situación actual de la acuicultura 
La trascendencia mundial de la pesca en general y de la acuicultura en particular se pone 
de manifiesto tanto por los reconocidos valores nutricionales de los productos marinos 
(Apromar, 2019) como por el papel que desempeñan en la economía mundial. Según los 
últimos datos (fig.1) ofrecidos por la Organización de las Naciones Unidas para la 
Agricultura y la Alimentación (FAO, 2018), en 2016 la producción mundial pesquera 
alcanzó la cifra de 171 millones de toneladas, de los cuales la industria acuícola fue 








Si analizamos la composición de la producción acuícola mundial (FAO, 2018) en 2016 
encontramos que aproximadamente el 57 % de los ingresos (125.910 M€) proceden de la 
producción de pescado, lo que pone de relieve el peso de la producción piscícola dentro del 
sector acuícola. Este papel se acentúa más si tenemos en cuenta la situación del sector 
dentro de la Unión Europea (fig.2), donde en el año 2014 se produjeron cerca de 640.000 T 
de pescado, con un valor asociado de 2.739 M€, lo que supone más del 70% del valor de la 
producción acuícola en la Unión Europea (Eurostat, 2017).   
Por su parte, España ocupa el primer lugar como el mayor productor acuícola (Eurostat, 
2017; Apromar, 2019), con 283.831 T en 2016 (22,0 % del total de la Unión Europea), 
seguido por el Reino Unido con 194.492 T y Francia con 166.640 T.   Si analizamos las 
principales especies explotadas en España encontramos que la producción de mejillón 
Acuicultura 
Pesca  
Figura 1. Datos históricos de capturas mundiales pesqueras y producción acuícola hasta 2016. Predicción 

























(271.842 T y 128 M€) sobrepasa al resto de especies como son la trucha arcoíris (12.523 
T) o la lubina (20.957 T). Sin embargo, su peso económico se encuentra por debajo de esta 
última, estimado en 133 M€. Las siguientes especies en importancia económica son el atún 
rojo (69 M€), el rodaballo (58 M€), la dorada (58 M€) y la trucha arcoíris (19 M€) 
(Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, 2019).  
Si bien España ocupa un papel destacado 
como principal productor acuícola en la 
UE, Galicia se sitúa como la región más 
productiva de España siendo responsable 
del 81 % (280.302 T en 2017) con un 
valor de 207 M€, lo que representa el 
40% del valor de la producción española 
(Ministerio de Agricultura, Pesca y 
Alimentación, 2019). 
Las principales especies explotadas en 
esta comunidad son el mejillón (Mytilus 
galloprovincialis) con 266.925 T 
producidas en 2017 y un valor de 122 M€ y el rodaballo (Scophthalmus maximus) cuya 
producción en 2017 se estimó en unas 8.616 T y valorada en 58 M€ (Ministerio de 
Agricultura, Pesca y Alimentación, 2019).  
 
Futuro de la acuicultura  
Según las previsiones presentadas por la FAO, la acuicultura mantendrá su progresión 
(fig.1) alcanzando una producción acuícola mundial estimada en 110 millones de toneladas 
en la próxima década (FAO, 2018). Por el contrario, los pronósticos para industria 
pesquera indican que su producción mundial se mantendrá en los mismos valores que lleva 
alcanzando desde inicios de la década de los 90 (FAO, 2018).  
Este aparente estancamiento del sector podría estar asociado a que el número de reservas 
pesqueras en las que podrían aumentar la explotación han alcanzado la cifra del 7% (fig.3) 
(FAO, 2018). Este hecho unido a un contexto de cambio climático en el que factores como 
la acidificación de los océanos o la caída de los niveles de oxígeno disuelto, suponen un 
Figura 2. Distribución de la producción de 





hándicap de cara a la sostenibilidad de la pesca en las próximas décadas (Gattuso et al., 
2015).  
 
Entre los efectos del cambio climático encontramos a la subida del nivel del mar. Este 
evento modificará la salinidad en áreas de importante producción piscícola como son los 
estuarios (Baker-Austin et al., 2013). Estos cambios conducen a transiciones en las 
comunidades que en ocasiones facilitan la proliferación de bacterias patógenas hacia 
entornos en los que hasta la fecha no habían sido prevalentes (Gattuso et al., 2015). Uno de 
los casos mejor documentados corresponde a las bacterias del género Vibrio (Baker-Austin 
et al.,2013; Gattuso et al., 2015). La proliferación de patógenos como los pertenecientes al 
anterior género representan un serio problema para la pesca en general y la acuicultura en 
particular, siendo responsables de pérdidas estimadas en 6000 millones de dólares 
(Stentiford et al.,2017; Assefa et al., 2018)  
 
La vibriosis como factor limitante de la producción piscícola 
Actualmente las enfermedades infecciosas suponen la principal causa de pérdidas en la 
producción piscícola (Stentiford et al.,2017; Assefa et al., 2018). Este hecho unido a la 
prevalencia del monocultivo en acuicultura (Santos et al., 2018; Park et al., 2018) y a la 
aparición de resistencias microbianas sitúa a la acuicultura mundial en una situación 
compleja de cara a mantener su crecimiento actual (Pérez-Sánchez et al., 2018). 













Figura 4. Ejemplar de Lubina afectado por 
Vibriosis (Haenen et al., 2014). 
A pesar de que existe cierta diversidad de 
bacterias que pueden comportarse como 
patógenas (Whoolhouse et al., 2005), 
únicamente un grupo reducido supone un 
verdadero problema a nivel mundial. Una de 
ellas es V. anguillarum, principal responsable 
de una septicemia hemorrágica (fig.4) 
conocida como vibriosis (Lemos et al., 
2010). Ejemplos de las especies que puede afectar son la trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss), el salmón (Oncorhynchus spp. y Scophthalmus salar), el rodaballo (Scophthalmus 
maximus), la lubina (Dicentrarchus labrax), la dorada (Sparus aurata), el bacalao (Gadus 
morhua) o la anguila (Anguilla japonica y Anguila anguilla) (Toranzo et al., 2005). 
Actualmente el tratamiento habitual para su eliminación se basa en el empleo de 
antibióticos como la quinolona o la flumequina (Ina-Salwany et al., 2018). Sin embargo, 
estas medidas han perdido paulatinamente su eficacia debido al desarrollo de resistencias 
(Santos et al., 2018). Por este motivo, son necesarios nuevos estudios para el desarrollo de 
métodos alternativos como son los probióticos o la vacunación (Ina-Salwany et al., 2018).                                        
A pesar de la variabilidad intrínseca presente en V. anguillarum, de los 23 serotipos 
reconocidos en el Sistema de Serotipado europeo, solamente los pertenecientes a los 
grupos O1, O2 y O3 están implicados en procesos infecciosos (Castillo et al., 2017).  El 
éxito en la consecución de estos procesos depende en parte de la capacidad del patógeno 
para desplegar factores de virulencia (Chen et al., 2016) que le permitan invadir al 
huésped, evadir sus defensas y desencadenar dicho proceso patológico (Peterson, 1996).  
 
Los sistemas de sideróforos como factor de virulencia                a                                                              
Entre los principales factores de virulencia encontramos a los sistemas de sideróforos (Li et 
al., 2017), estos partiendo de su función ancestral de captación de Fe (III) en el medio 
ambiente  han mantenido su objetivo en un nuevo entorno: el medio interno de los 
animales. En el caso de los vertebrados superiores, la disponibilidad de Fe (III) en estado 
libre es ínfima debido a que la mayor parte se encuentra bien formando complejos dentro 




la ferritina (Schaible et al., 2004). Estas estrategias hacen caer la concentración de hierro 
en estado libre en el medio interno a 10-18 M (Li et al., 2017).  
Los sistemas de sideróforos (Thode et al., 2018) se componen de los elementos necesarios 
para la síntesis, la secreción y la recaptación del sideróforo una vez que éstos se han unido 
al hierro extracelular. El quelante de hierro puede ser sintetizado por propia bacteria 
receptora o por otras presentes en el entorno. Su importancia en el eficiente mundo 
procariota se manifiesta en que, de forma general, las bacterias presentan varios sistemas 
de sideróforos (fig.5) o al menos varios receptores para captar sideróforos sintetizados 
tanto por ellas como por otras bacterias del entorno (Thode et al., 2018). Este hecho ha 
sido analizado recientemente mediante la búsqueda de secuencias de receptores y genes de 
biosíntesis conocidos en una gran variedad de los genomas secuenciados de bacterias del 
orden Vibrionaceae (Thode et al., 2018). 
 
 
 Figura 5. Distribución filogenética del orden Vibrionaceae en base a clústeres de biosíntesis de sideróforos y 




El mecanismo por el funcionan los sistemas de sideróforos es el siguiente: 
Tras su síntesis, los sideróforos son secretados y una vez unidos al hierro (fig.6) el 
complejo es reconocido por un receptor específico en la superficie de la membrana externa 
(Payne et al., 2016). El transporte ocurre gracias a la energía protón-motríz aportada por 
las proteínas de membrana interna TonB y sus proteínas asociadas ExbB y ExbD (Payne et 
al., 2016).  
Una vez en el periplasma, los complejos 
de hierro se asocian con proteínas de 
unión periplásmica que son liberados 
hacia permeasas presentes en la 
membrana interna que lo transportan 
mediante gasto de energía (Payne et al., 
2016). Una vez dentro, el hierro es 
liberado del sideróforo bien por 
reducción o bien rotura enzimática del 
sideróforo (Payne et al., 2016). 
 
Sistemas de sideróforos en Vibrio anguillarum 
Hasta la fecha, en V. anguillarum se han descrito dos sistemas de captación de hierro 
mediante sideróforos: el de la anguibactina y el de la vancrobactina (Li et al., 2017).  El 
primero se encuentra restringido a cepas O1 portadoras del plásmido tipo pJM1. El último, 
ubicado en el cromosoma 1, se encuentra en todas las cepas examinadas pertenecientes a 
los distintos serotipos, exceptuando a las portadoras del propio plásmido pJM1 debido a 
una inactivación provocada por la inserción de la secuencia transponible RS1 en 
secuencias de biosíntesis de la vancrobactina (Li et al., 2017). 
Recientemente, se ha descrito el sistema de la piscibactina en V. anguillarum, el cual había 
sido caracterizado previamente en otro importante patógeno piscícola; Photobacterium 
damselae subspecie piscicida. Dicho sideróforo fue predicho inicialmente a partir de 
genome mining (Balado et al., 2018; Thode et al., 2018) y posteriormente fue detectado in 
vivo (Balado et al., 2018).  Este sistema parece tener una especial importancia sobre el 
nivel de virulencia, como se evidenció tanto tras la secuenciación de las cepas que más 
Figura 6. Componentes de los sistemas de 
sideróforos en bacterias del género Vibrio 




mortalidad acuícola causan (Rønneseth et al., 2017; Castillo et al., 2017; Balado et al., 
2018), como en los ensayos de virulencia desarrollados in vivo (Balado et al., 2018), en los 
cuales las infecciones provocadas por bacterias que solamente presentaban activo este 
sistema de sideróforos se asociaron con bajos porcentajes de supervivencia (12-20%). La 
asociación de sistema a cepas virulentas (Rønneseth et al., 2017; Castillo et al., 2017; 
Balado et al., 2018) hace pensar que el desarrollo de una estrategia vacunal basado en el 
receptor de la piscibactina, la proteína de membrana FrpAang, podría reducir la mortalidad 
asociada a las cepas de V. anguillarum que lo producen (Santos et al., 2018; Ina-Salwany 
et al., 2018)  
 
Objetivos 
Los objetivos fundamentales de este Trabajo de Fin de Máster son: 
● Realizar el clonaje del gen frpAang de Vibrio anguillarum en bacterias Escherichia coli. 
● Producir la proteína recombinante rFrpAang en Escherichia coli. 
● Purificar la proteína recombinante rFrpAang. 
 
Material y métodos 
Equipamiento 
● Esterilizador a vapor SC502 E-1 l (Matachana). 
● Termociclador T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad). 
● Bio-espectrofotómetro para microgota y cubeta - MySPEC Twin (VWR). 
● Fotodocumentador - Chemidoc MP Imaging System (Bio-rad). 
● Secuenciador 3130xl (Applied Biosystems). 
● Centrífuga refrigerada CR22N (Hitachi).  
● Ultracentrífuga refrigerada CP100NX (Hitachi).  
● Disruptor celular (Biospec Products) con partículas de zirconia/sílice de 0.1 mm. 
● Tubos de filtración por centrifugación de 30 kDa (Amicon). 
● Sonicador Ultrasound Technology UP200S (Hielscher). 
● Equipo de cromatografía líquida (FPLC) - NGC Quest 10 Plus (Bio-rad). 




Materiales y metodología 
Cepas bacterianas empleadas                                          Características 
● Vibrio anguillarum RV22  
● Escherichia coli Top10  
● Escherichia coli BL21(DE3)  
● Escherichia coli BL21 C43(DE3)  
● Patógeno obtenido de peces con vibriosis 
● Cepa de propagación de plásmidos  
● Cepa de expresión 
● Cepa de expresión  
 
Medios de cultivo                      
Soja Triptona modificada Luria Bertani (LB) Terrific broth (TB) 
Peptona de Soja: 3,0 g/L 
Glucosa: 2,5 g/L            
Triptona: 17,0 g/L          
K2HPO4: 2,5 g/L                      
NaCl: 15,0 g/L 
Triptona 10 g/L 
Extracto de levadura 5 g/L 
NaCl 10 g/L 
Triptona 12g 
Extracto de levadura 24 g 
Glicerol 4 mL 
KH2PO4 2,31 g/L 
K2HPO4 12,25 g/L 
El medio de Soja Triptona modificado fue empleado para el cultivo de V. anguillarum, 
mientras que el LB y el TB fueron empleados para el cultivo de las distintas cepas de E. 
coli (Rosano et al., 2014). Los medios fueron esterilizados en una autoclave a 121ºC 
durante 20 minutos. En el caso del medio TB se autoclavaron separadamente los nutrientes 
y las sales para evitar su precipitación. Para el mantenimiento del plásmido, los medios 
fueron suplementados con ampicilina 100 μg/mL. La expresión de las proteínas 
recombinantes se indujo con una disolución 1 mM de β-D-1-tiogalactopiranósido de 
isopropilo (IPTG).  
 
Preparación de células competentes  
Para la transformación de E. coli con ADN plasmídico se prepararon células competentes 
como se indica a continuación: 50 mL de medio LB fueron inoculados con un cultivo 
saturado de la cepa bacteriana a transformar (Top10, BL21 (DE3) o BL21 C43(DE3)) y se 




durante 10 minutos y pasado este tiempo se centrifugaron a 7000 g durante 15 minutos a    
4 ºC. Se retiró el sobrenadante, se resuspendió el sedimento en 25 mL de CaCl2 50 mM, y 
glicerol al 15 % y se centrifugó de nuevo en las mismas condiciones. El sedimento 
generado se resuspendió en 10 mL de CaCl2 50 mM más glicerol al 15% y se incubó a 0 ºC 
durante una hora. Posteriormente se repitió la centrifugación a 7000 g y el sedimento se 
resuspendió en 1 mL de de CaCl2 50 mM. La suspensión de bacterias competentes 
obtenidas se dividió en alícuotas de 100 μL para su conservación a -80 ºC. 
 
Transformación mediante choque térmico  
Para este procedimiento se añadieron 5 μL de ADN plasmídico a 100 μL de una 
suspensión de células competentes. Las células se incubaron durante 30 min a 0 °C, tras lo 
cual se llevaron a 42 ºC durante un período de 10 a 45 seg. (tiempo variable según la cepa 
a transformar) y se devolvieron al hielo. Posteriormente, se añadió 1 mL de medio LB y se 
incubaron durante 1 hora a 37 °C y 250 rpm. Tras la etapa anterior se centrifugaron a 
14000 g durante 2 minutos y se retiraron 900 μL de medio. Finalmente, el sedimento se 
disolvió en los 205 μL restantes, se transfirió a placas de medio LB agar con 100 μg/mL de 
ampicilina y se dejaron crecer a 37 ºC durante toda la noche.  
 
Procedimiento general de clonaje  
Se diseñaron primers (Sigma-Aldrich) para el clonaje y la secuenciación teniendo en 
cuenta las dianas de restricción necesarias (BamHI y XhoI representadas en rojo) y el tag 
de histidinas. Los primers se solubilizaron agua Milli-Q hasta alcanzar una concentración 


































Detección del inserto en el plásmido            5´                                     3´                                 
 
































A partir del DNA genómico de V. anguillarum RV22 extraído con el kit NZYMiniprep 
(NZYTech) se realizó la amplificación en gradiente (entre 60 y 80 ºC) del gen frpAang 
codificante del receptor de piscibactina (NZ_AEZB01000030; región 33272...35095) con 
un tamaño de 1824 pb, para seleccionar la temperatura más adecuada de hibridación. Se 
empleó para ello la Taq polimerasa en mezcla con tampón de carga Supreme NZYTaq II 
2x Green Master Mix (NZYtech).  
Las condiciones generales para la realización de las PCRs mostradas a continuación:  





























Tabla 1. Condiciones empleadas para la realización de la PCR. La temperatura de hibridación 
varía en función de la secuencia del primer. 
Figura 7. Secuencia de la región de clonaje y del plásmido pET20b(+).expresión. Figura extraída de 




Para la amplificación del gen frpAang en las condiciones de hibridación escogidas se 
empleó la polimerasa de Q5 de alta fidelidad (New England Biolabs) seleccionada por su 
baja tasa de error de 1 por cada 7,1 x105 bases incorporadas según la casa comercial. 
Posteriormente el plásmido pET20b(+) (fig.7) (Novagen) y los amplicones formados por 
rfrpAang, y sus secuencias adyacentes (dianas de restricción y la secuencia codificante para 
tag de histidinas en el caso de la N-terminal) fueron digeridos con las enzimas BamHI y 
XhoI Speedy (NZYtech) durante 30 min a 37 ºC. Las enzimas fueron inactivadas a 80 ºC 
durante 20 minutos. Los fragmentos obtenidos se ligaron con ligasa T4 (Speedy) a 22 ºC 
durante 15 min. Pasado este tiempo se inactivó la ligasa a 65 ºC durante 10 min y 
posteriormente se transformó a bacterias E. coli Top10 con los productos de la ligación.  
Estos últimos se cultivaron en placas de LB agar suplementado con 100 μg/mL de 
ampicilina. Posteriormente se verificó la presencia del plásmido recombinante mediante 
PCR colony y electroforesis en geles de agarosa para las colonias capaces de desarrollarse 
en la placa con ampicilina. Asimismo, para la PCR se empleó la Taq polimerasa con 
tampón de carga Supreme NZYtaq II 2x Green Master Mix (NZYtech).  
 
Electroforesis y secuenciación 
Para identificar y purificar los fragmentos de ADN analizados se usaron geles de agarosa al 
1 %, tampón tris-borato-EDTA (TBE, Tris: 108 g, ácido borico: 55 g y 80 mL de EDTA 
0.5 M pH 8.0) y para la tinción se empleó RealSafe Staining solution (NZYTech). El gel 
fue colocado en la cubeta de electroforesis Mini-Sub® GT cell (Bio-Rad) y se cubrió con 
el tampón TBE. El tamaño de las bandas de ADN fue estimado por medio del marcador 
DNA Ladder III (NZYtech). La electroforesis se llevó a cabo a 90 V durante 65 min 
usando la fuente PowerPacTM (Bio-Rad). A partir de la PCR colony se seleccionaron 4 
colonias (2 con el tag de histidinas en N-terminal y otras 2 en C-terminal) y con ellas se 
prepararon 5 mL de cultivo saturado para extraer prFrpAang mediante el kit NZYMiniprep 
(NZYTech) y buscar la presencia de mutaciones mediante secuenciación de ADN. Dicha 
secuenciación fue llevada a cabo en los Servicios de Apoyo a la Investigación de la 
Universidade da Coruña (SAI) utilizando el Sistema de análisis genético 3130xl (Applied 
Biosystems). Finalmente, las secuencias fueron comparadas con la secuencia WT de        
V. anguillarum mediante los programas en línea GENOME COMPILER y LALIGN 




Transformación de las cepas de expresión 
Para la producción de la proteína rFrpAang, se seleccionaron las cepas E. coli Bl21 C43 
(DE3) y E. coli Bl21 (DE3). A partir del plásmido recombinante y tras verificar su 
secuencia, se realizó la transformación de ambas cepas. A continuación, se cultivaron en 
placas LB con ampicilina (100 μg/mL) a 37 ºC. Posteriormente, las cepas que crecieron 
fueron testadas mediante PCR colony para comprobar si portaban la secuencia de interés. 
 
Ensayos de producción de rFrpAang 
A partir de la cepa E. coli Bl21 C43 (DE3) transformada con plásmidos recombinantes se 
prepararon 8 tubos con 5 mL de cultivo (4 con LB y 4 con TB) que fueron inoculados con 
25 μl de un cultivo saturado, 4 tubos fueron inoculados con cepas que codifican el tag de 
histidinas en N-terminal y otros 4 tubos con cepas que codifican el tag de histidinas en     
C-terminal. Posteriormente se dejaron crecer a 37 ºC o 25 ºC y 200 rpm y se comprobó 
mediante espectrofotometría (Myspec-VWR) que su absorbancia había alcanzado una 
OD600 de entre 0,4 y 0,6. En ese momento se indujo la expresión con IPTG 1 mM. Después 
de 3 horas de inducción en el caso de los cultivos a 37 ºC y 16 horas en el caso de los 
cultivos a 25 ºC, se tomaron los 5 mL de cultivo, se centrifugaron a 6000 g y 4 ºC durante 
5 minutos. Los sedimentos se resuspendieron en buffer de lisis y se sonicaron 5 veces en 
pulsos de 10 segundos y 10 segundos de reposo en hielo a amplitudes máximas de 80%. El 
sobrenadante se resuspendió en tampón Laemmli de carga para geles de poliacrilamida. 
Finalmente, las muestras se analizaron mediante western blot.  
 
Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) 
Para la SDS-PAGE se preparó el gel de separación de poliacrilamida al 12% con 8.7 mL 
de agua Milli-Q, 6 mL de acrilamida al 40% (NZYtech), 5 mL de tampón Tris-HCl pH 8.8, 
200 μL de dodecilsulfato de sodio al 10%, 100 μL de persulfato de amonio (PSA) y 10 μL 
de TEMED. El gel concentrador al 4% se preparó mezclando 6.3 mL de agua Milli-Q, 2.5 
mL de tampón Tris-HCl pH 6.8, 1 mL de acrilamida 40% (NZYtech), 100 μL de 
dodecilsulfato de sodio al 10%, 50 μL de persulfato de amonio (PSA) y 10 μL de TEMED.  
La electroforesis se llevó a cabo a 150 V durante 70 min usando la fuente PowerPacTM 




Western blot  
Se realizó la transferencia del gel a la membrana empleando tampón tris-glicina (200 mL 
de etanol, 3 g de tris-aminometano, 14.4 g de glicina y 1 mL de SDS al 20% en 1 L de 
agua). La membrana se lavó usando tampón PBS con tween 20 al 0.05% y se bloqueó con 
una solución al 5% de leche desnatada en PBS durante 1 hora. Pasado este tiempo, se lavó 
3 veces con PBS tween 20 al 0.05% 5 min de cada vez. Posteriormente, se adicionó el 
anticuerpo primario (Anti-polyHistidine, Clone HIS-1 producido en ratón, Sigma- 
Aldrich), el cual se dejó en contacto con la membrana durante 1 hora a temperatura 
ambiente. La membrana se lavó con tampón PBS tween 20 al 0.05%, 3 veces durante 5 
min de cada vez y se añadió el anticuerpo secundario (ECL Anti-Mouse IgG, HRP-Linked 
Whole Ab, GE Healthcare Life Sciences) que se dejó en contacto con la membrana durante 
45 minutos. Finalmente, la membrana se lavó con tampón PBS tween 20 al 0.05%, 3 veces 
durante 5 min de cada vez, se reveló usando Luminata clásico, western HRP Sustrate 
(Millipore) y se visualizó en el fotodocumentador CHEMIDOC MP (Bio-Rad). 
 
Cultivo bacteriano y aislamiento de las proteínas de membrana externa 
Se inocularon 4 L de medio TB suplementado con ampicilina (100 μg/mL) con 400 mL de 
cultivo saturado, se dejaron crecer a 25 ºC y 200 rpm hasta alcanzar una OD600 0,4-0,6 y 
posteriormente se indujo la expresión con IPTG alcanzando una concentración final de      
1 mM. El cultivo se mantuvo bajo dichas condiciones durante 16 horas y luego se 
centrifugó a 6760 g, 4 ºC durante 15 min.  
Para el aislamiento de las proteínas de membrana se siguió un procedimiento similar al 
desarrollado previamente para la purificación de otros receptores de sideróforos 
(Valderrama, 2016; Martínez-Matamoros, 2018). Primero se resuspendió el sedimento con 
tampón Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, lisozima 0,1%, ADNasa 
al 0,004% inhibidor de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-Free). 
A continuación, se lisaron las células con partículas de zirconia/sílice de 100 µm y un 
disruptor célular (Biospec Products). Los restos celulares se retiraron mediante 
centrifugación a 5170 g durante 15 min. Al sobrenadante se le adicionó lauril sarcosinato 
de sodio al 2 %. Para solubilizar el detergente se sonicó durante 2 minutos y se incubó a     




Posteriormente se centrifugó a 134200 g, 4 ºC durante 1 hora. El sedimento donde se 
encontraban las membranas externas se resuspendió en Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl      
500 mM, imidazol 10 mM, Elugent al 5% y se mantuvo en agitación a 4 ºC durante toda la 
noche. Pasado este tiempo, se repitió la centrifugación a 134200 g, 4 ºC durante 1 hora. El 
sobrenadante obtenido compuesto se mantuvo a 4 ºC para su posterior purificación. 
 
Purificación por medio de cromatografía de afinidad en columna de níquel (IMAC) 
La proteína rFrpAang presente en el sobrenadante obtenido en la etapa anterior (y que 
contiene además el resto de las proteínas de membrana externa solubilizadas con Elugent 
al 5%) se purificó mediante FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) NGC Quest 10 
Plus (Bio-Rad) y una columna de níquel de 1 ml (GE Healthcare Life Sciences). Para ello 
se empleó una metodología de purificación similar a la empleada previamente con otros 
receptores de sideróforos de tamaño similar (Martínez-Matamoros, 2018).  
De este modo se emplearon como fases móviles el tampón A compuesto por Tris-HCl     
50 mM pH 8, NaCl 500 mM, imidazol 50 mM y Elugent al 0,25%, y como tampón B Tris-
HCl 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, imidazol 250 mM y Elugent al 0,25%. Ambas 
disoluciones se filtraron previamente usando membranas de 0,45 μm (FilterLab) con 
desgasificación al vacío.  Durante la purificación la muestra se cargó en la columna y se 
lavó con 10 mL de tampón A. Posteriormente se llevó a cabo la elución con 6 mL de 100% 
de tampón B. Las fracciones obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE y western blot. 
 
Resultados  
Clonaje del gen frpAang 
Partiendo del ADN genómico de RV22 de V. anguillarum se realizó una PCR en gradiente 
para buscar las mejores condiciones de amplificación para el gen frpAang empleando para 
ello primers con dianas de para enzimas de restricción en 5´ y una secuencia codificante de 
6 histidinas para la purificación (Loughran et al., 2017). En base a los resultados, se realizó 
la amplificación con una polimerasa de alta fidelidad a 61,5 ºC como temperatura de 
hibridación.  A continuación, los productos de la amplificación y el plásmido pET20b(+), 




Figura 10. PCR colony 2. Identificación mediante electroforesis en gel de agarosa de las 
colonias portadoras del plásmido con la secuencia de interés. 
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denominada pelB (Sletta et al., 2007) fueron digeridos con las enzimas de restricción 
BamHI y XhoI, ambas presentes tanto en el plásmido como en los extremos de la 
secuencia amplificada. Tras la inactivación térmica de las enzimas, los fragmentos 
obtenidos se unieron mediante ligasa T4, y tras la inactivación de esta, se transformaron 
células competentes E. coli Top10, cepa seleccionada para la propagación del plásmido por 
su alta capacidad de transformación (1 x 109 ufc/µg de ADN plasmídico) y su estabilidad 
genómica (según la casa Thermo Fisher).  
Posteriormente los productos de la transformación se cultivaron en placas de agar 
suplementado con 100 μg/mL de ampicilina y las colonias que crecieron gracias a la 
resistencia a ampicilina presente en el plásmido, fueron seleccionadas para comprobar la 
presencia del constructo mediante PCR colony y electroforesis en gel de agarosa.  
 
Como resultado (fig.10) se obtuvieron 6 colonias candidatas a portar el plásmido 
recombinante (2111 pb), 6 colonias con el plásmido vacío (267 pb) y 8 posibles colonias 
satélite, probablemente originadas por la degradación de la ampicilina por parte de las β-
lactamasas generadas por las bacterias que si incorporaron el plásmido. 
A continuación de la PCR colony se seleccionaron 4 colonias portadoras del plásmido 
recombinante, 2 que codifican el tag de histidinas en N-terminal y otras 2 que lo codifican 
para C-terminal. Con cada una se prepararon 5 mL de cultivo saturado para extraer el 
plásmido recombinante y así verificar mediante secuenciación la ausencia de mutaciones 
en el gen rfrpAang. La comparación entre las secuencias de FrpAang WT y la de rFrpAang dio 
como resultado un 100 % de identidad y un 100% de solapamiento entre la secuencia WT 




Extracción del plásmido recombinante y selección de las cepas de expresión 
Con los plásmidos recombinantes (cuya secuencia fue verificada mediante secuenciación) 
se transformaron mediante choque térmico las cepas E. coli BL21 C43 (DE3) y E. coli 
BL21(DE3). Estas cepas se seleccionaron por su especial tolerancia hacia la expresión de 
proteínas tóxicas e insolubles (Morra et al., 2017).  Posteriormente los productos de la 
transformación se cultivaron en placa de agar LB con 100 µl/mL de ampicilina y se 
incubaron a 37 ºC durante toda la noche. Pasado este tiempo solamente se observaron 
colonias en E. coli BL21 C43 (DE3), por lo que se realizó una PCR colony y el producto 
de amplificación fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa (fig.11).  
De las 19 las colonias testadas mediante PCR colony se encontraron 3 colonias con el 
plásmido vacío, 8 probables colonias satélite, 6 colonias con el plásmido recombinante y 2 
colonias mixtas que parecen portar tanto el plásmido recombinante y como plásmido sin 
inserto. De las colonias con resultado positivo, se seleccionaron a las colonias N37, N38, 
C31 y C39 para la producción de rFrpAang por obtener mejores resultados cualitativos en 
cuanto a intensidad de banda con un tamaño compatible con el del plásmido recombinante. 
 
Ensayo de producción de rFrpAang 
Para buscar las condiciones más optimas de cara a la producción de rFrpAang se desarrolló 
un ensayo. Para ello se prepararon 5 mL de cultivo en medios LB y TB de las 4 cepas 
MM N31   N32  N33  N34  N35  N36  N37  N38  N39  N40  C31   C32  C33  C34   C35   C36   C37   C38    C39  
Figura 11. Segunda etapa de la PCR colony para comprobar que colonias de las cepas E. 
coli Bl21 C43 (DE3) portaban la secuencia de interés.MM representa el marcador de peso 
molecular. Las letras N y C hacen referencia a la ubicación del tag de histidinas en la 
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seleccionadas previamente (N37, N38, C31 y C39), se incubaron a 37 ºC o a 25 ºC y 
mediante un espectrofotómetro se monitorizó la OD600 de cada cultivo hasta que alcanzó 
valores de entre 0,4 y 0,6. En ese momento se indujo la expresión con IPTG 1 mM. Tras    
3 horas de cultivo en el caso de los cultivos a 37 ºC y 16 horas en el caso de los cultivos a 
25 ºC, se centrifugaron a 6000 g durante 10 minutos a 4 ºC. Los sedimentos se 
resuspendieron en buffer de lisis y se sonicaron.  
A partir del sobrenadante se realizó una SDS-PAGE, una electrotransferencia y un análisis 
mediante western blot (fig.12). Finalmente, el ensayo dio como resultado que los mayores 
niveles de producción suceden a 25 ºC y en medio TB. Por otro lado, no se observaron 
diferencias de producción entre los diseños de la proteína con el tag de histidinas en        





Producción de rFrpAang en E. coli Bl21 C43 (DE3) y aislamiento de las proteínas de la 
membrana externa 
Para ello se inocularon 4 L de medio TB (suplementado con ampicilina) con 400 ml de 
cultivo saturado, se dejaron crecer a 25 ºC hasta alcanzar una OD600 de 0,6 y 
posteriormente se indujo con IPTG hasta 1 mM. El cultivo se mantuvo bajo dichas 
condiciones durante 16 horas, tras lo cual fue centrifugado, se descartó el sobrenadante y 
se resuspendió el sedimento.  
A continuación, se incubó durante en una disolución tamponada que contenía lisozima, 
ADNasa e inhibidor de proteasas. La lisozima busca debilitar la pared celular, la ADNasa 
busca hidrolizar el DNA y los inhibidores de proteasas buscan evitar la degradación por las 
propias enzimas bacterianas. Posteriormente, se lisaron mecánicamente las bacterias y se 
centrifugaron. Tras la etapa anterior se aisló el sobrenadante al que se le adicionó lauril 
C1C     C2C     C1N     C2N     C3C    C4C     C4N        C3N   
Figura 12. Western blot resultado del ensayo de expresión de rfrpAang.                                                                      
C1 representa ensayo en medio LB a 37 ªC durante 3 h. C2 Representa ensayo en medio LB a 25 
ºC durante 16h. C3 representa ensayo en medio TB a 37ºC durante 3 h. C4 representa ensayo en 
medio TB a 25 ºC durante 16 h. Los subíndices N y C representan la ubicación del tag de 




sarcosinato de sodio al 2% para solubilizar las membranas internas (Valderrama, 2016; 
Martínez-Matamoros, 2018). Luego se centrifugó y el sedimento generado, en el cual se 
encontraban las membranas 
externas, fue resuspendido en una 
disolución tamponada con 
Elugent al 5%, una mezcla 
glucósidos de alquilo apropiada 
para solubilizar las proteínas de 
membrana (Valderrama, 2016; 
Martínez-Matamoros, 2018). 
De cada una de las fases distintas 
etapas del aislamiento se tomaron 
alícuotas y se analizaron mediante 
SDS-PAGE (fig.13) para seguir el 
rendimiento de las distintas etapas 
de aislamiento. Finalmente, la 
disolución con Elugent al 5 % se 
centrifugó y el sobrenadante obtenido se empleó a para la fase de purificación.  
 
Purificación de rFrpAang 
El sobrenadante con las proteínas de membrana externa solubilizadas en Elugent se 
purificó mediante FPLC con una columna de níquel de 1 mL para tratar de retener 
rFrpAang mediante su tag de hisdinas.  Las fracciones eluídas fueron analizadas por SDS 
PAGE (fig.14) mostrando una serie de bandas con tamaños próximos a los 66 kDa que se 
corresponden con el tamaño de la proteína de interés (69,7 kDa).  
Posteriormente se seleccionaron las fracciones que dieron mayor intensidad de banda de 
interés en la SDS-PAGE y se pasaron por un filtro de 30 kDa para retirar impurezas de 
pesos moleculares inferiores y concentrar la proteína.  Finalmente, tras calcular los 
coeficientes de extinción molar de FrpAang se midió la concentración mediante 
espectrofotometría a 280 nm, dando como resultados 0,975 mg de proteína total a partir de 
4 L de cultivo en TB a 25 ºC.  
Figura 13. SDS-PAGE de las distintas etapas del 
aislamiento de rFrpAang. 1 Preinducción. 2 lisado.     
3 Fracción soluble en Sarkosyl al 2 %. 4 Fracción 
insoluble en Sarkosyl al 2%. 5 Fracción insoluble en 
Elugent al 5 %. 6 Fracción soluble en Elugent al 5 %.  
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En un contexto de aumento de la población global (según Naciones Unidas, 2018), las 
reservas pesqueras son desde hace décadas insuficientes para cubrir la demanda de 
productos marinos (FAO, 2018). Sin embargo, del mismo modo que la ganadería 
reemplazó a la caza en la mayoría de las sociedades humanas, la acuicultura parece más 
destinada al reemplazamiento de la pesca que a servir de mero complemento productivo. 
Por otro lado, la presión que la pesca está ejerciendo sobre el medio marino unido a la 
inestabilidad provocada por los efectos del cambio climático (Gattuso et al., 2015) ha 
activado numerosas señales de alarma en las últimas décadas acerca de la sostenibilidad de 
la pesca (Brander, 2007). 
En este contexto la acuicultura ha aumentado su producción de forma constante desde sus 
inicios hasta suponer en la actualidad el 53 % de la producción dedicada a alimentación 
(FAO, 2018). Sin embargo, el propio cambio climático, favoreciendo el desplazamiento de 
patógenos a nuevos entornos, unido a la prevalencia del monocultivo (Santos et al., 2018; 
Park et al., 2018), conduce a un aumento en el empleo de antibióticos (Santos et al., 2018). 
Bajo estas circunstancias el aumento de las resistencias microbianas puede poner en serias 
dificultades gran parte de la producción acuícola actual (Santos et al., 2018).  Por todo ello, 
Figura 14. SDS-PAGE representando la purificación de las proteínas de membrana externa 
solubilizadas en Elugent. MM representa el marcador de peso molecular en KDa. LC1, LC2 y LC3 
representan las 3 etapas de lavado de la columna previos a la elución, cuyas fracciones se representan 


















se buscan otros planteamientos terapéuticos como son el uso de probióticos, prebióticos o 
el desarrollo de programas de vacunación (Assefa et al., 2018; Santos et al., 2018) 
El trabajo actual se enmarca dentro de este último planteamiento. Para ello es necesario la 
selección inicial de los antígenos adecuados. En este caso se seleccionó a un nuevo 
receptor de sideróforos predicho en Vibrio anguillarum. La correspondencia entre la 
secuencia y su función como receptor ha sido sugerida en base a comparaciones in silico 
entre el sistema de la piscibactina encontrado previamente en Photobacterium damselae 
subspecie piscicida y el genoma de V. anguillarum (Balado et al., 2018; Thode et al., 2018) 
(fig. 15). 
Esta proteína pertenece a la familia de receptores dependientes de tonB y generalmente su 
secuencia se encuentra al lado de los genes que codifican las proteínas biosíntesis del 
sideróforo al que se unen (Thode et al., 2018). Estas proteínas de membrana externa se 










El sistema de sideróforos del que parece formar parte el receptor bautizado como FrpAang 
se considera un importante factor de virulencia en base ensayos realizados in vivo (Balado 
et al., 2018). En ellos se comprobó como las cepas que solo presentaban activo el sistema 
de sideróforos de la piscibactina (ΔvabF) hacían caer los niveles de supervivencia a niveles 
similares a los de la cepa WT de Vibrio anguillarum RV22, cepa caracterizada por su alta 
virulencia (Pazos et al., 1993). Por este motivo el desarrollo de una vacuna recombinante a 
partir de un receptor de membrana presente en cepas altamente virulentas supone una 
Figura 15. Predicción del sistema de la piscibactina en Vibrio anguillarum RV22 a partir de la 
comparación de su genoma con la región codificante para el sistema de la piscibactina presente en 





interesante estrategia (Assefa et al., 2018). Las vacunas recombinantes se basan en la 
selección de uno o varios antígenos cuyos genes codificantes son clonados y expresados 
generalmente en microorganismos destinados a la producción de cantidades de proteína 











Como preámbulo al desarrollo de la estrategia anterior (Dadar et al., 2017), son necesarias 
una serie de etapas previas que culminan con la purificación de la proteína de interés. Para 
ello inicialmente se realizó el clonaje del gen frpAang al que se le incorporó una secuencia 
codificante para un tag de histinas (Loughran et al., 2011) de cara a facilitar una futura 
etapa de purificación. Ya que el vector empleado (pET20b(+)) ya contiene un tag en el 
sitio de policlonaje, una secuencia codificante de histinas que iría en la zona C-terminal, la 
secuencia codificante para las histidinas solo se añadió al gen para proporcionar otro tag de 
purificación en el N-terminal y de este modo poder analizar la influencia de la localización 
del tag sobre la producción y purificación de la proteína. El plásmido recombinante 
además porta la secuencia de exportación periplásmica pelB (Sletta et al., 2007), lo que 
facilita la inserción de la proteína en la membrana externa y por tanto su purificación. El 
vector destaca además la capacidad para una elevada expresión que tiene el promotor T7 
Figura 16. Porcentaje de supervivencia a los 7 días tras la inoculación de 2–4 × 104 UFC/pez de 
bacterias de la cepa salvaje V. anguillarum RV22 y de los mutantes para los distintos sistemas de 
sideróforos. Los asteriscos indican diferencias significativas entre las cepas: ∗P < 0.05;              
∗∗P < 0.01; ∗∗∗P < 0.001; ns, si no se encontraron diferencias significativas entre las entre cepas 




(Morra et al., 2017). La RNA polimererasa T7 necesaria es codificada por las cepas de 
expresión seleccionadas:  E.coli Bl21 (DE3) y BL21 C43 (DE3), bacterias especialmente 
adaptadas para la producción de proteínas de membrana (Morra et al., 2017).  
A pesar de la realizaron de varios ensayos de transformación no se observó el crecimiento 
de ninguna colonia de la cepa E.coli Bl21 (DE3). Se barajó la posibilidad de que se tratara 
de una pérdida de competencia. Sin embargo, tras preparar nuevas células competentes se 
obtuvo el mismo resultado. Por lo tanto, se propone que a pesar de que las bacterias fueron 
transformadas, los bajos niveles de transcripción basal de la rFrpAang presentes fueron 
suficientes para el desarrollo de toxicidad (Morra et al., 2017). La situación fue diferente 
en el caso de la cepa E.coli Bl21 C43 (DE3) ya que se consiguieron hasta 6 colonias 
correctamente transformadas con el plásmido recombinante   
A continuación, tras seleccionar las mejores condiciones, se procedió con la expresión, el 
aislamiento de las proteínas de membrana externa, y finalmente con la purificación 
mediante IMAC. Para ello teniendo en cuenta que las evidencias apuntan hacia una 
estructura de tipo barril-β (Koebnik et al., 2000; Valderrama 2016; Morra et al., 2017) se 
empleó una estrategia de purificación que ya había dado buenos resultados con otras 
proteínas de membrana de estructura y masa molecular similar como son los receptores 
FstC de Aeromonas salmonicida (71,6 KDa), FvtA de la propia V. anguillarum (77,2 KDa) 
y con FrpA de Photobacterium damselae subespecie piscicida (71,6 KDa) (Valderrama, 
2016; Martínez-Matamoros, 2018).  
De esta forma se purificaron los extractos de proteína de membrana externa disueltos 
previamente en Elugent, un detergente no iónico formado por glucósidos de alquilo que 
destaca por su buen rendimiento y su biodegradabilidad (Von Rybinski et al., 1998). Esta 
característica permitiría su presencia en bajos niveles en los inyectables generados para un 
futuro ensayo de vacunación.  
Los rendimientos obtenidos a partir de 4 L de cultivo en medio TB a 25 ºC y 16 horas de 
expresión se generaron rendimientos de 0,975 mg de proteína. Lo que se correspondería 
con un promedio de 0,24 mg/L. Este nivel de producción entra dentro de los rendimientos 




Sin embargo, existen una serie de factores que se podrían ensayar para mejorar el 
rendimiento como podrían ser la concentración de inductor, la adición de una mayor 
concentración de glicerol o la variación en los niveles de oxígeno (Morra et al., 2017). 
Finalmente cabe destacar que a pesar de que las evidencias, como el tamaño de las bandas, 
la purificación o la secuenciación de ADN apuntan hacia que la proteína aislada se 
corresponde con rFrpAang se están realizando en la actualidad análisis de huella peptídica 
mediante espectrometría de masas acoplada a MALDI-TOF (Valderrama, 2016; Martínez-
Matamoros, 2018).  
 
Conclusiones 
• Se clonó el gen frpAang de Vibrio anguillarum RV22 en el plásmido pET20b(+). 
• Se logró la transformación de 4 cepas E. coli Top10 con el plásmido recombinante. 
• Se obtuvieron 4 cepas E. coli Bl21 (DE3) C43 con el plásmido recombinante. 
• Se ha logrado producir una proteína compatible con rFrpAang. 
• Se ha realizado la purificación de la proteína rFrpAang mediante IMAC alcanzando 
rendimientos de 0,24 mg por L de cultivo. 
• Se espera identificar definitivamente a FrpAang mediante huella peptídica. 
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